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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

	Актуальність теми. Доцільність вивчення теми інфекції вірусу Епштейна-Барр (ВЕБ) або герпес-вірусу людини (ГВЛ) IV типу обумовлена рядом об’єктивних обставин. По-перше, убіквітарним розповсюдженням цього антропонозного вірусу (Руденко А.О., 2001, Возіанова Ж.І., 2001). Так, епідеміологічними дослідженнями доведено, що до досягнення повноліття близько 90% людей інфікуються ВЕБ (Чернишова Л.І., 1998, Крамарєв С.О. та ін., 2003). При цьому доказана залежність темпів інфікування ВЕБ від соціально-економічних чинників життя індивідуума (Sandstrom E., Whitley R.J., 1996). Крім того, відсутність обов’язкової загальнонаціональної реєстрації санітарно-епідеміологічною службою України випадків первинного зараження ВЕБ обґрунтовує доцільність епідеміологічних досліджень у цьому напрямку. По-друге, особливістю патогенезу інфекції ВЕБ, яка по суті є інфекцією імунної системи, де головними клітинами-мішенями для вірусу є лімфоцити з фенотипом CD (21+) та епітелій слизових оболонок (Schooley R.T., 1995, Sitki-Green D.L. et al., 2004). Характерною рисою інфекційного процесу є виникнення внутрішньоклітинної персистенції вірусу, здатної до реактивації в умовах імунодепресії організму (Фролов А.Ф., 1995, Блохина Е.Б., 2003). При цьому залишається практично не з’ясованим функціонування субклітинних структур в умовах інфікування ВЕБ, у зв’язку з чим одним з пріоритетних напрямків є дослідження активності лізосомальних протеаз (ЛП). Це пов’язано з фізіологічною роллю ЛП, які безпосередньо беруть участь у ремоделюванні і деградації білків екстрацелюлярного матриксу, регуляції імунної відповіді, апоптозі і розвитку пухлинних процесів (Turk B. et al., 2004, Чорна В.І., 2004). Третім аспектом теми є клінічний поліморфізм інфекційного процесу, який може перебігати як в інапарантній формі, так і призводити до розвитку важких і навіть летальних випадків захворювання (Баринский И.Ф., 2004, Kawa K., 2000). При цьому ВЕБ відносять до групи «доведених онковірусів» і вважають одним з найбільш розповсюджених збудників опортуністичних інфекцій (Гайдукова С.М., Косінова В.Г., 2000, Савкова З.Д. та ін., 2000, Middeldorp J.M. et al., 2003). 
	Вивчення ролі ВЕБ у виникненні імунопатологічних станів, зокрема різного роду демієлінізуючих захворювань, цитопеній та ін., залишається актуальним завданням. Застосування передових методів імуно- і гістохімічного аналізу дозволить просунутися вглиб розуміння імунопатологічних процесів, що відбуваються під час інфікування ВЕБ. У зв’язку з цим виникає принципово важливе питання: чому при стабільності антигенного і патогенного потенціалу ВЕБ в одних випадках інфекційний процес плине субклінічно, у других – розвивається інфекційний мононуклеоз (ІМ), а у третіх осіб виникають онкологічні або аутоімунні захворювання? Одне з припущень причин клінічного різноманіття полягає в генетичній рестрикції імунної відповіді організму на інфекцію ВЕБ (Serebrianaya N.B. et al., 1998, Omiya R. et al., 2002). Виходячи з вищевикладеного, наукові пошуки у сфері імуногенетики людини і, зокрема, визначенні поліморфізму DR-локусу II класу головного комплексу гістосумісності людини (ГКГ), що відповідає за силу імунної відповіді (Дранник Г.Н., 2003, Якобисяк М.І., 2004), мають «критично» важливе значення для розкриття основ патогенезу інфекції ВЕБ.
	Вищезгадані обставини обумовлюють необхідність у застосуванні різноманітних і складних методів лабораторних досліджень з метою верифікації ВЕБ як чинника конкретного захворювання (Ходак Л.А., 2008, Gulley M.L., 2001). Прогрес лабораторних технологій полягає не тільки в наявності методик, що дозволяють тестувати різноманітні маркери ВЕБ: антигени, специфічні антитіла або ДНК вірусу, але й в їх доступності для практичної медицини. Проте існуючі лабораторні дослідження не повною мірою дозволяють визначити активність і механізми запального процесу, що дуже важливо для клініциста. Тому дослідження протеїнів гострої фази запалення, зокрема С-реактивного білка (С-РБ) і β2-мікроглобуліну (β2-Мг) в сироватці крові, має безперечну науково-практичну перспективу. 
	Четвертий аспект теми пов’язаний з обмеженістю як спектру противірусних ліків (переважно це ацикловір і його похідні), так і терапевтичною ефективністю вказаних хімічно синтезованих засобів. Між тим, має місце різноманіття за кількістю і фармакологічними ефектами імуномодулюючих препаратів: рекомбінантні інтерферони, індуктори інтерферону, глюкокортикостероїди, специфічні гомологічні імуноглобуліни, фітоадаптогени тощо (Андрейчин М.А., 2007, Богадельников И.В., 2007). Крім того, одним із способів підвищення ефективності лікування інфекції ВЕБ, як свідчить досвід боротьби з такими первинно-хронічними вірусними захворюваннями як ВІЛ-інфекція або вірусні гепатити, є застосування комбінованої хіміотерапії. Такий величезний вибір препаратів, безперечно, вимагає їх доказової бази, що забезпечить об’єктивні підходи до лікування захворювань, пов’язаних з інфекцією ВЕБ. І остання сторона проблеми полягає у необхідності створення науково-обґрунтованих протоколів диспансерного спостереження і лабораторного обстеження осіб, що перехворіли на інфекцію ВЕБ. Вищенаведені дані визначили вибір напряму, мети та завдань дослідження. 
	Зв’язок    роботи    з   науковими    програмами,    планами,   темами.
	Дослідження проводилось у рамках науково-дослідної роботи кафедри факультетської педіатрії і дитячих інфекційних хвороб Дніпропетровської державної медичної академії на тему: «Етіологічні і імуногенетичні фактори формування імунопатологічних захворювань у дітей та підлітків» (№ державної реєстрації 0103U002382, 2004-2008 рр). Дисертант був співвиконавцем роботи і відповідав за розділ, присвячений вивченню ролі герпес-вірусних інфекцій у формуванні хронічної соматичної патології.
	Мета дослідження. Удосконалити методи діагностики, прогнозування та диспансерного спостереження за хворими на Епштейна-Барр вірусну інфекцію шляхом визначення імуногенетичних і імунохімічних чинників, що формують інфекційний процес, а також оцінки ефективності терапії.
	Завдання дослідження.
1.	Визначити  етіологічну структуру сучасного ІМ і патоморфоз маніфестних форм інфекції ВЕБ серед імунокомпетентних пацієнтів.
2.	Виявити зв’язок між поліморфізмом генів DRВ1-локусу II класу головного комплексу гістосумісності людини і клінічними варіантами інфекції ВЕБ.  
3.	Вивчити імуногістохімічні властивості і клініко-патогенетичне значення  феномена аутоантитілогенезу при ІМ.
4.	Оцінити клініко-патогенетичну значущість  лізосомальних цистеїнових катепсинів  B і L  на основі порівняльного аналізу їх активності в сечі і сироватці крові при ІМ та гострих  захворюваннях верхніх дихальних шляхів.
5.	Дослідити рівень сироваткової концентрації β2-мікроглобуліну та С-реактивного білка, як диференційно-діагностичних маркерів активності імунопатологічного процесу, у хворих на ІМ та гострі захворювання верхніх дихальних шляхів.
6.	Дослідити сучасний стан епідемічного процесу стосовно ІМ на прикладі Дніпропетровського регіону.
7.	Вивчити клініко-епідеміологічні особливості інфекції ВЕБ при перинатальному зараженні імунокомпетентних новонароджених, у дітей з «невизначеним» ВІЛ-статусом, а також пацієнтів з демієлінізуючими захворюваннями нервової системи. 
8.	Визначити терапевтичну ефективність деяких найбільш поширених  імуномодулюючих препаратів, які застосовуються у лікуванні ІМ.
9.	Розробити протокол диспансерного спостереження за пацієнтами, що перенесли ІМ.
	Об’єкт дослідження: герпес-вірусна інфекція Епштейна-Барр у дітей і дорослих.
	Предмет дослідження:  клініка та епідеміологія інфекції ВЕБ; специфічні біохімічні показники периферичної крові і сечі; гуморальний імунітет (противірусні імуноглобуліни та аутоантитіла), ДНК вірусу і людини; імуномодулюючі препарати; організація диспансерного спостереження.
	Методи дослідження:  епідеміологічний моніторинг; клініко-анамнестичний; лабораторні (загальноклінічні, біохімічні, мікробіологічні); імунохімічні: твердофазовий імуноферментний аналіз (тІФА), імуноблотинг, неінвазивна імуногістохімічна слайд-діагностика (НІГС-Д), імунотурбодиметрія; молекулярно-біологічний (ПЛР); гістологічний (дослідження біоптатів); статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Підсумком  комплексних   генетичних та  імунохімічних досліджень стали нові уявлення щодо патогенезу інфекції ВЕБ, які ґрунтуються на тому, що патогенний потенціал збудника реалізується через генетичні  детермінанти ІІ класу ГКГ та власні тканинні антигени людини, що призводить до виникнення різноманітних імунопатологічних та лімфопроліферативних захворювань.  
	Вперше встановлено взаємозв’язок між генетичними маркерами по DRВ1-локусу ІІ класу ГКГ людини серед східних слов’ян, як домінуючих в Україні етносів, та механізми реалізації патогенності інфекції ВЕБ (авторське свідоцтво №19523, 2007). Виявлено, що алель DRВ1*04 забезпечує субклінічний перебіг інфекції і пригнічення персистування ДНК ВЕБ в лейкоцитах крові. Водночас, наявність генів DRВ1*13 та DRВ1*16 є предикатом виникнення ІМ і лімфопроліферативних хвороб. Вперше доведено, що носії алеля DRВ1*07 є «групою ризику» на захворювання тромбоцитопенією при інфікуванні ВЕБ.
	Вперше імунохімічними методами встановлений не тільки факт індукції ВЕБ аутоантитіл (АА), але дана біохімічна характеристика і тканинна спрямованість виявлених імуноглобулінів (патент UA 58457 A, МПК 7 A61B5/00, G01N30/90, 2003). Ідентифіковано поліпептиди-мішені, які мають молекулярну масу в діапазоні 23, 70, 120 і 140 кД і є гістонеспецифічними. За допомогою методу НІГС-Д було показано, що майже у всіх хворих на ІМ у крові виявляються низькі титри (<1:10) АА, асортимент яких у 95% був представлений антитілами до нейтрофілів.
	Пріоритетним напрямком в темі інфекції ВЕБ стало вивчення клініко-патогенетичного значення ЛЦК B і L (авторське свідоцтво №19522, 2007). Показано вірогідне підвищення активності ЛЦК В і L в сечі і сироватці крові при ІМ у порівнянні з іншими гострими респіраторними інфекціями. Ці факти дозволили запропонувати нову модель патогенезу ІМ за участю ЛЦК В і L, де їх активація розглядається як механізм, спрямований на елімінацію ВЕБ. Таким чином, наявність ЛЦК, особливо катепсину В у сечі, є новим біохімічним маркером гострої інфекції ВЕБ.  
	Вперше визначено кількісний вміст β2–Μг у сироватці крові хворих на ІМ, підвищений рівень якого корелював з основними клініко-лабораторними показниками хвороби: терміном захворювання, ступенем лихоманки, позитивним гетерофільним тестом (ГТ), вмістом лейкоцитів і віроцитів в периферичній крові.
	За допомогою сучасних лабораторних методів було досліджено кількісний вміст С-РБ у сироватці крові хворих на ІМ. Доведено, що рівень С-РБ при неускладненому перебігу ІМ звичайно не перевищує ±2SD. Кількісне визначення сироваткового С-РБ корелює з лейкоцитозом та ШОЕ і вказує на наявність мікробно-деструктивного процесу. 
	Показано, що захворюваність ІМ за останні п’ять років характеризується стабільним і відносно однаковим на всій території міста рівнем, яка складає 16,68 випадків на 100 тис. населення. При цьому пік захворюваності на ІМ припадає на вік від 3 до 6 років. Констатована наявність сезонної циклічності епідемічного процесу, що характеризується осінньо-весняним підйомом і зимово-літнім спадом рівня захворюваності. 
Вперше описана атипова форма гострої інфекції ВЕБ у вигляді  «псевдожовтяниці» у дітей, які  не зловживали  каротинвмістними сполуками. Доведено, що атиповий перебіг інфекції ВЕБ є предикатом ризику виникнення ускладнень і розвитку імунопатологічних захворювань. 
Визначено, що у понад 40 % хворих на розсіяний склероз та у 75 % дітей, що народилися від ВІЛ-інфікованих жінок в сироватці крові  виявлялася ДНК ВЕБ методом полімеразної ланцюгової реакції при відсутності клінічних ознак, які притаманні герпес-вірусній інфекції четвертого типу. Висунуто припущення, що ВЕБ може виступати ко-фактором, що поглиблює патологічній процес головного захворювання.  При цьому наявність інфекції ВЕБ у дітей з «невизначеним» ВІЛ-статусом може бути додатковою ознакою, що дитина є ВІЛ-інфікованою.
Визначено, що  ВЕБ, будучи рідкісною причиною відносно інших герпес-вірусних інфекцій, здатний викликати фетопатії у формі вродженого гепатиту, а також приводити до переривання вагітності у вигляді «звичного викидня».
		 Визначена терапевтична ефективність метилглюкамин акридонацетату (циклоферон), інозин пранобекса (гропрінозін) та преднізолону (П) у хворих на ІМ з позицій впливу на формування специфічного імунітету та пригнічення віремії. Показано, що, незважаючи на клінічну ефективність вказаних ліків, суттєвих відмінностей в катамнезі захворювання за даними динаміки імунної відповіді та інгібування реплікації ВЕБ не знайдено. 
	Практичне значення одержаних результатів. Аналіз клінічних спостережень визначив, що пацієнти з атиповим перебігом гострої форми інфекції ВЕБ є групою ризику щодо виникнення ускладнень. Слід підкреслити, що атипові форми інфекції ВЕБ притаманні дітям перших трьох років життя і в цьому віці переважно перебігають у вигляді «гострого респіраторного захворювання».
	Низькі показники реєстрації захворюваності на ІМ, за підсумками епідеміологічного контролю, можуть вказувати на недоліки у медичному обслуговуванні і розглядатися як додатковий критерій якості організації медико-профілактичної допомоги на окремій території.
Визначені конкретні алелі DRВ1-локусу II класу ГКГ людини, які пов’язані з генами імунореактивності і відповідають  за характер клінічного перебігу інфекції ВЕБ. Визначення цих алелів дозволяє зробити прогноз перебігу інфекційного процесу ще до зараження ВЕБ організму людини. 
	Встановлено факт екстрацелюлярної активності ЛЦК B і L, що дозволило запропонувати новий метод неінвазивної діагностики ІМ шляхом визначення активності ЛЦК катепсину В у сечі (патент UA 8955, МПК 7G01N33/48, G01N33/50, 2005). 
	Визначено феномен індукції ВЕБ гуморального аутоімунітету, що пояснює механізм формування ускладнень і доцільність застосування імунодепресантів у разі їх виникнення.
      Доведено, що показник концентрації β2–Μг в сироватці крові може виступати як маркер активності імунопатологічного процесу при ІМ. Клінічна цінність методу діагностики, що пропонується, обумовлена стандартизованістю тесту і відсутністю тісної залежності від гендерних і вікових чинників.
	Встановлено, що рівень С-РБ в сироватці крові >50 мг/л є експрес-маркером бактеріальної суперінфекції і обґрунтовує застосування антибактеріальної хіміотерапії у хворих на ІМ.
	Визначена клінічна ефективність комбінації метилглюкамин акридонацетату (ЦФ) з інозин пранобексом (ГІ) при лікуванні ІМ, що дозволило запропонувати спосіб комбінованої противірусної хіміотерапії  (патент UA 41766 А, МПК 7А61К39/12, 2001). Доведено, що застосування П підвищує ризик рецидиву ІМ за рахунок пролонгації віремії.
	Розроблено протокол диспансерного спостереження, який регламентує терміни, перелік необхідних фахівців і об’єм лабораторного обстеження реконвалесцентів ІМ відповідно до стадії інфекційного процесу.
Особистий внесок здобувача. Автор самостійно визначив наукову тему, сформулював мету, завдання дослідження і методи їх реалізації. Здобувач особисто проводив огляд пацієнтів і формування клінічних груп спостереження; контроль забору і доставки біосубстратів, виконання імунохімічних та генетичних досліджень. Особистий внесок дисертанта також полягає у написанні роботи, підготовці та впровадженні одержаних результатів. У дисертації не використані ідеї та розробки, що належать співавторам опублікованих наукових праць.
	Впровадження результатів роботи у практику. Матеріали дослідження увійшли до державного Реєстру медико-біологічних і науково-технічних нововведень під назвою «Діагностика і терапія різних форм герпес-вірусної інфекції Епштейна-Барра» (Київ, 2002). Видано інформаційні листи «Методи серологічного та вірусологічного контролю за хворими, які перенесли інфекційний мононуклеоз» (Київ, 2002), «Організація диспансерного нагляду за особами, що перенесли інфекційний мононуклеоз» (Київ, 2002), «Використання препарату Циклоферон у комплексній профілактиці та лікуванні гострих респіраторних вірусних інфекцій у дітей» (Київ, 2002). За матеріалами досліджень видано науково-методичні рекомендації «Циклоферон в педиатрической практике» (Дніпропетровськ, ДДМА, 2000), «Полимеразная цепная реакция: принципы и практические рекомендации по использованию в клинической практике врача» (Дніпропетровськ, ДДМА, 2002), «Иммуноферментный анализ: принципы и методические рекомендации по клиническому применению» (Дніпропетровськ, ДДМА, 2002), «Циклоферон (метилглюкамина акридонацетат) в терапии и профилактике вирусных инфекций у детей» (Дніпропетровськ, ДДМА, 2005). Матеріали роботи увійшли до навчального посібника для студентів ВНЗ медичного профілю ІІІ-ІV рівня акредитації «Ураження центральної нервової системи при інфекційних захворюваннях у дітей» , затвердженого ЦМК МОЗ України (Дніпропетровськ, 2004). Результати досліджень упроваджені в практичну діяльність обласної дитячої лікарні, міської клінічної лікарні №21 і міської дитячої клінічної лікарні №6  м. Дніпропетровська, Українського НДІ медико-соціальних проблем інвалідності, міської інфекційної клінічної лікарні м. Львова, а також використовуються у навчальному процесі на кафедрах дитячих інфекційних хвороб Харківського державного медичного університету, дитячих інфекційних хвороб Львівського національного медичного університету та факультетської педіатрії і дитячих інфекційних захворювань Дніпропетровської державної медичної академії.
		Апробація результатів роботи. Основні положення дисертації доповідались на Конгресі гепатологів України (Київ, 2000), VI з’їзді інфекціоністів України (Одеса, 2002), Всеукраїнських науково-практичних конференціях: «Ендогенна інтоксикація та її корекція в педіатрії» (Тернопіль, 2001), «Актуальні питання інфекційних захворювань у дітей» (Одеса, 2001), «Внутриклеточные инфекции и состояние здоровья детей в ХХІ веке» (Донецьк, 2005), «Актуальные вопросы детской кардиоревматологии» (АР Крим, Євпаторія, 2005); науково-практичних конференціях з міжнародною участю: «Сучасна терапія хворих з інфекційною та паразитарною патологією на дошпітальному та шпітальному етапах, методи профілактики» (Харків, 2002), «Клінічна фармакологія метаболічних коректорів, взаємодія ліків в клінічній практиці» (Вінниця, 2002), «Специфическая диагностика инфекционных болезней» (Київ, 2004), «Інноваційні діагностичні технології в медико-соціальній експертизі і реабілітації інвалідів» (Дніпропетровськ, 2005); на Пленумі Асоціації інфекціоністів України «Тяжкі форми інфекційних хвороб і невідкладні стани» (Дніпропетровськ, 2002), а також «Хвороби печінки в практиці інфекціоніста» (Донецьк, 2007). Результати наукових пошуків регулярно доповідались на щорічних Всеукраїнських науково-практичних конференціях «Питання імунології в педіатрії» (Київ, 2001, 2002, 2006; Львів, 2003; АР Крим, Форос, 2005; Дніпропетровськ, 2007). Матеріали досліджень представлялися за кордоном на міжнародних наукових конференціях і конгресах «Генодиагностика инфекционных болезней» (Москва, 2004, 2007), «Современные проблемы антимикробной химиотерапии» (Москва, 2004), «8th Congress of the European Federation of Neurological Societies» (Париж, 2004) ), «Genetics & Mechanisms of Susceptibility to Infectious Diseases» (Париж, 2007).
	Публікації. За темою дисертації опубліковано 60 наукових робіт, з них 22 – у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України, в тому числі 12 публікацій одноосібних. Одержано 3 деклараційні патенти на корисну модель. Видано 3 інформаційні листи, 4 методичні рекомендації, 1 навчальний посібник, затверджений ЦМК МОЗ України. Одна робота ввійшла в реєстр галузевих нововведень. Решта робіт опублікована у вигляді тез в збірках науково-практичних конференцій, з’їздів або конгресів.
Структура і обсяг дисертації. Основний зміст дисертації викладено на 255 сторінках машинописного тексту. Структура роботи зумовлена логікою дослідження і складається із вступу з обґрунтуванням актуальності теми, огляду літератури, методів дослідження, 6 розділів власних досліджень, обговорення результатів, висновків і практичних рекомендацій. Дисертація ілюстрована 64 таблицями, 14 рисунками.  Список використаної літератури містить 436 найменувань, з них  212 кирилицею, 224 – латиницею.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

	Методи і матеріали дослідження. Дослідження проводились у вигляді проспективних та ретроспективних спостережень протягом десяти років з 1998 по 2007 рр. на базі лікувально-профілактичних закладів м. Дніпропетровська, у тому числі міської СЕС і Діагностичного Центру медичної академії (ДЦ МА).
	 
												             Таблиця 1
Клінічні групи спостережень

Групи спостереження	Кількість пацієнтів( n )
І	Пацієнти з гострими формами інфекції ВЕБ	251
ІІ	Пацієнти, що  хворі  на імунопатологічні та імунодефіцитні захворювання:- Хворі на розсіяний склероз- Діти, що народилися від ВІЛ-інфікованих жінок- Хворі на лімфогранулематоз- Пацієнти з ознаками неспецифічної лімфаденопатії- Хворі на гостру набуту тромбоцітопенію	23187167
ІІІ	Групи «порівняння»:Хворі на лакунарну ангінуХворі на ГРВІКлінічно здорові діти та молоді люди	986337
	Загалом	520

	На різних етапах клінічного спостереження в цілому було обстежено 520 осіб, серед яких було 367 (70,6%) дітей та 153 (29,4%) дорослих віком від 1 місяця до 46 років. З числа обстежених осіб чоловічої статі було 283, жіночої – 237 (співвідношення 1,2:1). Дані про чисельність вибірок дослідження наведені в табл. 1. 
	Виходячи з завдань та етапів роботи, всі пацієнти за клінічним статусом були умовно розподілені на наступні групи. Перша група складалася з осіб з гострими формами ГВЛ IV типу, до якої увійшли пацієнти з лабораторно доведеними ознаками активної інфекції. Обґрунтування клінічного діагнозу у дітей проводилося суворо до національних «Протоколів діагностики і лікування інфекційних захворювань у дітей» (2004). У пацієнтів, старших 18 років, верифікація клінічного діагнозу ІМ проводилася відповідно до рекомендацій Ж.І. Возіанової і співавт. (2001). Шифр ІМ відповідно до МКХ-10 кодувався як В27.
Для підтвердження діагнозу ІМ, окрім загального аналізу крові, де, насамперед, мало бути віроцитів ≥10%, виконували комплекс серологічних та молекулярно-генетичних досліджень. Як скринінговий експрес-аналіз крові на наявність інфекції ВЕБ застосовували ГТ в модифікації Гоффа-Бауера (ГБ) (Чирешкина Н.М., 1973), а також комерційну тест-систему «IM quick-test» виробництва фірми «HUMAN» (Німеччина).  
Специфічні противірусні антитіла (VСA-IgM, ЕА-IgM і EBNA-IgG) в сироватці крові визначали методом твердофазного імуноферментного аналізу (тІФА) наборами виробництва «IBL» (Німеччина) і «Вектор-Бест» (РФ) згідно з наведеними інструкціями. У частини пацієнтів під час диференціально-діагностичного процесу проводили серологічні обстеження на вірус простого герпесу 1+2 типу (ВПГ- 1+2), цитомегаловірус (ЦМВ), токсоплазму, віруси гепатитів (А, В і С), інфекцію ВІЛ. Для цього використовували відповідно наступні тест-системи для тІФА: анти-ЦМВ-IgM, анти-Токсо-IgM, анти-ВГА-IgM, НВsAg, анти-НВс-total і анти-ВІЛ-1+2-total, виробництва: НВО «Діапроф» (Україна), «Діагностичні системи» (РФ), «Вектор-Бест» (РФ), «IBL» (Німеччина). Технічне виконання аналізів проводилося в клініко-діагностичній лабораторії міської клінічної лікарні (КДЛ МКЛ) №21 ім. проф. О.Г. Попкової м. Дніпропетровська (гол. лікар Л.В. Тимофєєва) та в ДЦ МА (зав.- канд. біол. наук О.В. Братусь).
Визначення ДНК ВЕБ здійснювали методом ПЛР із застосуванням тест-систем виробництва «ДНК-технологія» або «Амплісенс» (РФ) в ДЦ МА і відділі імунології і мікробіології Державної Установи «Інститут гастроентерології АМН України» (зав.- ст.наук.спів., канд.мед.наук В.Е. Кудрявцева). Ампліфікаційні набори обох виробників дозволяли тільки якісне визначення наявності ДНК ВЕБ, при цьому їх аналітична чутливість коливалася в межах 10³ нг/мл.
У випадках розвитку ускладнень хворим виконували додаткові дослідження, виходячи з клінічної ситуації: люмбальна пункція, променева діагностика (рентгенобстеження, комп’ютерна томографія), ЕКГ, сонографія, а також консультації невролога, окуліста, онколога і гематолога. Патоморфологічне дослідження і мікрофотографування матеріалу плода проведено в Обласному педіатричному патолого-анатомічному бюро м. Дніпропетровська (нач. бюро Б.Е. Корнілов).
Друга група складалась із пацієнтів з різноманітними імунопатологічними та імунодефіцитними захворюваннями: ВІЛ-серопозитивні діти, хворі на РС, з неспецифічною лімфаденопатією (НЛА), гострою набутою тромбоцитопенією (ГНТ) та лімфогрануломатозом (ЛГМ). 
У другій групі верифікація клінічних діагнозів проводилась відповідно до характеру патології. Так, під спостереженням знаходились 23 пацієнти, хворих на РС, в тому числі 13 жінок і 10 чоловіків у віці від 17 до 36 років. Вікова медіана (Ме) в групі спостереження склала 27 років. Діагноз РС верифіковано на підставі критеріїв Poser C.M. et al. (1983), категорії «А» і «В» за сукупністю клініко-анамнестичних, томографічних (магнітно-резонансна томографія) та електрофізіологічних досліджень (зорові і слухові потенціали). За клінічним перебігом РС хворі розподілялися на ремітуючий, вторинно-прогресуючий і первинно-прогресуючий варіанти. Атака (релапс) захворювання діагностувалася за загальноприйнятими критеріями: поява нових неврологічних симптомів або збільшення виразності старих після стабільного стану хворого упродовж одного місяця з тривалістю нової або додаткової симптоматики більше 24 годин. Середня тривалість хвороби в цій підгрупі спостереження склала 6 років. 
До підгрупи ВІЛ-позитивних пацієнтів увійшли 18 дітей у віці від 6 місяців до 5 років, що народилися від ВІЛ-інфікованих матерів. При цьому під час спостереження 12 дітей мали невизначений ВІЛ-статус або клінічну категорію Е (Чернышева Л.И., 2004). До вказаного контингенту віднесено дітей, які відповідали наступним критеріям: 1) вік до 18 місяців; 2) були серопозитивними щодо антитіл проти ВІЛ в методі тІФА; 3) не були обстежені на антигенемію р24; 4) не досліджувалися на наявність ДНК ВІЛ у крові методом ПЛР; 5) не проводилася оцінка рівня клітин в периферичній крові з фенотипом CD3+4+ методом проточної цитофлюориметрії. 
Серед пацієнтів з лімфопроліферативними станами було 7 дітей у віці від 5 до 16 років з ЛГМ і 16 осіб від 3 до 38 років з НЛА. Діагноз і стадія ЛГМ визначалися згідно класифікації, прийнятої в Україні (2005). Хвороба Ходжкіна обов’язково підтверджувалася комплексом клініко-лабораторних, інструментальних і патоморфологічних досліджень. Діагноз НЛА встановлювався на основі наступних рекомендаційних критеріїв: відсутність клініко-гістологічних симптомів пухлинної прогресії; відсутність ознак мікробно-запальної деструкції і негативних мікробіологічних тестів; виключення специфічних інфекцій; відсутність анатомічних природжених і набутих (посттравматичних) аномалій. 
Хворі з ГНТ були представлені 7 дітьми у віці від 1 до 16 років тільки з набутою формою захворювання. Діагноз ГНТ встановлювався за сукупністю клініко-лабораторних даних: тривале зниження рівня тромбоцитів < 150 г/л; наявність геморагій на шкірі та слизових оболонках; відсутність тромбоцитопеній у родині; зв’язок ГНТ з перенесеним напередодні гострим гарячковим захворюванням; виключення системних захворювань сполучної тканини і ВІЛ-інфекції; відсутність ятрогенії або прийому токсичних речовин; позитивні результати дослідження на «гострофазові» маркери ВЕБ. Крім того, до комплексу лабораторних тестів входили: стандартний аналіз крові з визначенням ретикулоцитів, гематокриту, проби Дьюка. За показаннями проводилося вивчення морфології і агрегаційної функції тромбоцитів, коагуляційні тести і стернальна пункція.
Група порівняння складалася з 37 клінічно здорових дітей і молодих людей без ознак гострої або будь-якої хронічної патології, із яких 14 дітей було обстежено на маркери ВЕБ. В анамнезі життя цих дітей були відсутні вказівки на перенесений ІМ, а «серологічний профіль» характеризувався наявністю в крові тільки ЕВNА - Ig G і відсутністю ДНК ВЕБ у плазмі крові. Також в цю групу входили пацієнти (n=98), хворі на лакунарну ангіну (ЛА) і ГРВІ (n=63), у яких були лабораторно виключені ІМ та інші захворювання. Усім хворим з ІМ або ЛА обов’язково проводили бактеріологічне дослідження мазків з носоглотки на патогенну мікрофлору і дифтерію. Пацієнтам з ГРВІ для виявлення респіраторних вірусів проводили дослідження змивів із носоглотки методом прямої імунофлюоресценції, а у деяких випадках - тестування крові методом «парних сироваток» за допомогою РПГА. 
Визначення кількісного вмісту С-РБ в сироватці крові проводили імунотурбодиметричним способом в ДЦ МА та КДЛ МКЛ №21. Дослідження кількісного вмісту С-РБ в сироватці крові виконували в перші дві доби перебування в шпиталі. 
Сироваткову концентрацію β2-ΜΓ визначали методом тІФА за допомогою тест-систем фірми «DRG» (США) в ДЦ МА. Вимір кількісного рівня β2-ΜΓ в сироватці крові виконували в гострій фазі захворювання, а також у частини пацієнтів на стадії реконвалесценції ІМ. 
Для вирішення завдання щодо дослідження характеру імунопатологічних реакцій проводили імунохімічне виявлення спектру АА в сироватці крові з використанням методів електрофорезу у поліакриламідному гелі (ПААГ) згідно з методикою, описаною Laemmli U. (1970), та імуноблотинг за методикою, запропонованою Towbin (1979). Як антигени використовували фракції нерозчинних білків (переважно мембранні та цитоскелетні білки) з нервової тканини, епітелію шлунка та лімфоцитів крові людини. Вміст загального білка у кожній отриманій пробі визначали двома методами: Лоурі у модифікації Мілера і Бредфорда (1959). Імунохімічні дослідження було виконано на кафедрі біофізики та біохімії Дніпропетровського національного університету під керівництвом проф., докт. біол. наук В.С. Недзвецького.
Як визначальний тест на наявність АА в сироватці крові застосовано метод НІГС-Д (Yang P. et al., 1996). Панель АА представлена антинуклеарними (ANA), до актину і гладкої мускулатури (SMA), до мітохондрій печінки і нирок (AMA), до парієтальних клітин шлунку (APC), до розчинного нирково-печінкового антигену (LKM-1,3), до цитоплазми нейтрофілів (ANCA). Вказані АA виявляли за допомогою стандартних діагностичних флюоресцентних антивидових антитіл проти імуноглобулінів людини (НДІ епідеміології і мікробіології ім. Н.Ф. Гамалєї, РФ). Відбір крові для обстеження методом НІГС-Д здійснювали в перші 2-3 доби перебування в стаціонарі, аналіз проводили у відділі патоморфології ДУ «Інститут гастроентерології АМН України» (зав.-гол. наук. спів., докт. мед. наук Ю.А. Гайдар).
Типування генів DRB1-локусу проводили за допомогою ПЛР з використанням набору «HLA-ДНК-ТЕХ» для типування генів DRB1 виробництва «ДНК-Технологія» (Москва, РФ) в ДЦ МА. Геномну ДНК одержували з лімфоцитів венозної крові, стабілізованої ЕДТА. З метою визначення популяційного розподілу генів DRB1-локусу ІІ класу ГКГ серед мешканців Придніпров’я були проаналізовані  дані лабораторії клінічної імуногенетики відділення хронічного гемодіалізу і трансплантації нирок ОКЛ ім. І.І. Мечникова (гол. лікар, докт. мед. наук О.В. Павлов). 
Аналіз системи ЛЦК B і L у сечі і сироватці крові людей здійснювали шляхом визначення їхньої активності відповідно до протоколів досліджень (Чорна В.І., 2001). Дослідження ЛЦК у сироватці крові і сечі проводили одночасно в один день. При цьому у частини пацієнтів активність ЛЦК В і L визначали в динаміці захворювання, тобто на початку лікування і через 7-10 діб стаціонарного перебування. Біохімічна частина роботи виконана на кафедрі експериментальної фізики Дніпропетровського національного університету під керівництвом проф., докт. біол. наук В.І. Чорної.
Дослідження стану епідемічного процесу захворюваності на ІМ було виконано шляхом ретроспективного аналізу інформаційної бази СЕС м. Дніпропетровська (гол. лікар, канд. мед. наук А.П. Штепа), яка склала 899 термінових повідомлення на захворюваність ІМ, що  надійшли з усіх ЛПЗ обласного центру за період з 2001 по 2005 рр. 
Для статистичної обробки отриманого матеріалу використовували наступні методи математико-статистичного аналізу: перевірка нормального розподілу кількісних показників з використанням критеріїв Колмогорова-Смірнова і Шапіро-Уілка; перевірка рівності дисперсій за допомогою критерію Фішера (F); оцінка достовірності різниці середніх за критеріями Стьюдента (t), Манна-Уітні, Вілкоксона (для зв’язаних вибірок); вірогідність різниці відносних показників з використанням критерію Хі-квадрат (2), кутового перетворення Фішера, точного критерію Фішера; параметричний (ANOVA) з обчисленням сили впливу (2) і непараметричний (Краскела-Уоліса) дисперсійний аналіз; кореляційний аналіз з розрахунком коефіцієнтів рангової кореляції Спірмена і лінійної кореляції Пірсона (r), у випадках нелінійних залежностей – кореляційного відношення () (Гланц С., 1998; Лапач С.Н. та ін., 2000; Юнкеров В.И., Григорьев С.Г., 2002). Критичне значення рівня значимості (p) приймалося ≤ 5%. Обробку отриманих даних проводили за допомогою пакетів програм статистичного аналізу STATISTICA 6.0, Excel 2003 і Біостатистика (Москва, 1998). Для оцінки відносного ризику розвитку захворювань, зокрема залежно від генетичних маркерів, у дослідженні використовували показник «відношення шансів» (ВШ) (Флетчер З. та ін., 1998). Значення ВШ від 0 до 1 відповідали зниженню ризику; при показниках ВШ рівних 1 – відсутність ефекту; при ВШ вищих за 1 – підвищений ризик захворювання.
Результати дослідження та їх обговорення. Результати п'ятирічного епідеміологічного моніторування захворюваності на території м. Дніпропетровська показали, що в середньому на 100 тис. населення за рік реєструється 16,68 випадків ІМ. При цьому захворюваність не мала часової циклічності, про що свідчить відсутність статистичних відмінностей (р>0,05) в реєстрації ІМ впродовж п'яти років, але залежала від сезону року ( табл. 2). 

                                                                                                        Таблиця 2 
         Показники загальної захворюваності ІМ в м. Дніпропетровську 
                                            за період   2001-2005 рр.

Показник	Роки	Всього
	2001	2002	2003	2004	2005	
Абсолютний (осіб)	176	181	183	198	161	899
Інтенсивний (на 100 тис. населення) 	15,88	16,53	17,11	18,63*	15,24	M±m16,68±0,58
Темп приросту (%)	-	+4,1	+3,5	+8,9	-18,2	Mгеом +1,0
Примітка: * - достовірність (р=0,06) між максимальним (2004 р.) і мінімальним показником (2005 р.);  у всіх інших випадках р>0,1 

	Відмічена сезонна циклічність характеризувалася двома піками: підвищення в жовтні та квітні і зниження захворюваності в січні і липні. Крім того, знайдена кореляція (= 0,97; p<0,001) між сезонною захворюваністю ІМ і гострими тонзилітами. На нашу думку, це обумовлено так званим «педагогічним» чинником. На користь цього посилання свідчить зростання реєстрації випадків ІМ у навчальному періоді і зниження захворюваності під час канікул.
	Для подальшого визначення ролі соціальних чинників був проведений аналіз територіальної захворюваності ІМ в Дніпропетровську, який виявив суттєві коливання (від 13,51%ооо до 28,17%ооо) показників зареєстрованої захворюваності ІМ в різних районах міста. Так, в центральних районах показники захворюваності на ІМ в середньому були вищими, відповідно 18,65±3,25 проти 15,17±1,17 на 100 тис. населення (р>0,05). Знайдені відмінності в територіальній захворюваності ІМ можуть бути пов'язані з кращою забезпеченістю медичними кадрами центральних районів міста і, таким чином, відображають якість медичної допомоги, що надається.У ракурсі цієї теми є ще один важливий аспект – віковий ценз захворюваності ІМ. Було показано (Sandstrom E., Whitley R.J., 1996), що в слаборозвинених у економічному плані спільнотах/ сім'ях загальна інфікованість ВЕБ настає вже до 6-річного віку. Власні дослідження доводять, що частка дітей перших 6 років життя, хворих на ІМ, в Дніпропетровську значно менша, але достатньо вагома і складає 40%. В цілому ІМ є типовою інфекцією «дитячого» віку, оскільки близько 70% всіх випадків захворювань припадає на дітей у віці 0-14 років. При цьому поширеність ІМ серед дітей (80,41 на 100 тис.) перевищує загальну захворюваність населення (16,68 на 100 тис.) в 4,8 рази, а серед дітей від 3 до 6 років – майже в 8 разів! Як видно, пік захворюваності ІМ припадає на вік, коли діти починають відвідувати навчально-виховні заклади. Цей аргумент ще раз підтверджує наявність «педагогічного чинника», що визначає напруженість епідемічного процесу інфекції ВЕБ. Виходячи із структури вікової захворюваності ІМ в Дніпропетровську можна допустити, що до повноліття більше 80% населення буде інфіковано ВЕБ. Таким чином, показник реєстрації ІМ слід розглядати як один з компонентів оцінки якості медичної допомоги (кваліфікація лікарів, наявність епідобліку, оснащеність лабораторної служби тощо). 
	Підсумки епідеміологічних досліджень свідчать, що реалізація інфекційного процесу при зараженні ВЕБ (виникнення захворювання або субклінічний перебіг) перш за все визначається імуногенетичними особливостями макроорганізму.
	Як доводять власні дослідження, у клінічно здорових «ВЕБ-серопозитивних» осіб достовірно частіше (р<0,05), ніж серед пацієнтів з ВЕБ-асоційованою патологією, зустрічалась специфічність DRB1*04 (табл. 3). У зв’язку з чим, DRB1*04 слід розглядати як ген резистентності стосовно виникнення ІМ і асоційованих з ним патологій. Також у «ВЕБ-серопозитивних» здорових осіб частіше, ніж серед пацієнтів з ВЕБ-асоційованою патологією, реєструвались алелі DRB1*11 (р=0,12) та DRB1*15 (р=0,26). Таким чином, якщо скласти частки DRB1*04, *11 і *15 специфічностей у загальній популяції, то стане зрозумілим, чому у 52,6% людей слід очікувати субклінічній перебіг інфекції ВЕБ. 
         Виходячи з вищевказаного, було проведено дослідження впливу DRB1-локусу на феномен персистування ВЕБ в лейкоцитах крові у 52 «ВЕБ-серопозитивних» пацієнтів, із яких у 40 (76,9%) осіб ДНК вірусу було знайдено (рис. 1). 
                                                                                                                   Таблиця 3
                 Розподіл генів ГКГ у різних групах носіїв інфекції ВЕБ

DRB1-алелі	Клінічно здорові (n=14)	Хворі з ІМ група (n=11)	Хворі з НЛА група (n=16)	Хворі з ЛГМ (n=7)	Хворі з ГНТ (n=7)
	%	%	ВШ	%	ВШ	%	ВШ	%	ВШ
01	21,4	0	0,0	18,8	0,9	14,3	0,6	14,3	0,6
04	42,9	18,2	0,3	18,8	0,3	14,3	0,2	0*	0,0
07	7,1	36,4#	7,4	31,3#	5,9	28,6	5,2	85,7*	78,0
08	14,3	9,1	0,6	0	0,0	0	0,0	0	0,0
11	35,7	9,1	0,2	6,3*	0,1	14,3	0,3	42,9	1,4
13	7,1	54,5*	15,6	31,3#	5,9	57,1*	17,3	14,3	2,2
15	35,7	18,2	0,4	25,0	0,6	14,3	0,3	0,0#	0,0
16	7,1	27,3	4,9	25,0	4,3	42,9*	9,8	14,3	2,2
17	7,1	27,3	4,9	25,0	4,3	0	0,0	0	0,0
02 (15,16)	42,9	45,5	1,1	45,5	1,1	57,1	1,8	28,6	0,5
03 (17,18)	7,1	27,3	4,9	27,3	4,9	0	0,0	0	0,0
05 (11,12)	35,7	9,1	0,2	9,1	0,2	14,3	0,3	42,9	1,4
06 (13,14)	7,1	54,5*	15,6	54,5*	15,6	57,1*	17,3	14,3	2,2
Примітки: * - достовірність  (p<0,05)  порівняно з клінічно здоровими «ВЕБ-серопозитивними» пацієнтами; # - достовірність  (p<0,1) порівняно з клінічно здоровими «ВЕБ-серопозитивними» пацієнтами.

		Як показали результати, ДНК ВЕБ достовірно частіше (p<0,08) виявлявся в осіб з алелем DRB1*13 (06), що також підтверджував досить високий показник (ВШ=6,6) ризику виникнення персистенції вірусу у лейкоцитах. Серед осіб з негативним результатом на наявність ДНК ВЕБ у лейкоцитах крові частіше реєструвалась специфічність DRB1*04, причому ризик персистування вірусу у цих пацієнтів був дуже низький (ВШ=0,25, p<0,1). Відомо, що з DR-локусом ІІ класу ГКГ тісно зв'язані гени імунореактивності, що визначають силу імунної реакції на конкретний антиген (Besk S. et al., 1999). Аналіз асортименту алелей DRB1-локусу ІІ класу ГКГ дозволив виявити домінування в когорті спостереження, порівняно з генеральною сукупністю, специфічностей DRB1*13 (06) і DRB1*16 (p<0,012). Перевага зазначених алелей свідчить про селективну роль інфекції ВЕБ у реалізації лімфопроліферативного потенціалу у даного контингенту пацієнтів (група ризику по розвитку пухлини). Водночас зв'язок інфікування ВЕБ із присутністю алеля DRB1*07, як умови виникнення ГНТ, є відкритим, тому що частота спостереження зазначеного гена достовірно  не розрізнялася між генеральною популяцією та групами ВЕБ-позитивних пацієнтів (2=2,27, р=0,132).

Рис. 1. Зв’язок між поліморфізмом DRB1-локусу і наявністю персистування ДНК ВЕБ в популяції 

	Виявлений зв'язок між генами DRB1-локусу ІІ класу ГКГ і патологією,  зумовленою інфекцією ВЕБ, має клінічне значення. Звісно, що захворювання, асоційовані з алелями DRB1-локусу, розглядаються як аутоімунні (Gebe J. A. et al., 2002). Існує припущення, згідно з яким наявність HLA-системи з одного боку посилює ефективність протиінфекційного захисту, а з іншого – людина за це сплачує ризиком виникнення аутоімунних хвороб (Якобисяк М., 2004). Те, що інфекція ВЕБ провокує розвиток аутоімунних процесів, підтверджують результати імуно- і гістохімічних досліджень.
	Так, в крові більш ніж у 95% хворих на ІМ методом НІГС-Д виявлено АА різного тканинного спектру, на відміну (p<0,001) від пацієнтів групи порівняння або хворих на ЛА, де таких випадків взагалі не спостерігалось (табл. 4). 
                                                                                                                  Таблиця 4
Серологічний профіль АА у хворих на ІМ і ЛА за результатами НІГС-Д

Нозологія	Спектр антитіл, що виявлялися за допомогою тесту
	ANA	SMA	АМА	LKM-1,3	APС	ANCA
ІМ (n=55)	0	6 (10,9%)	0	1 (1,8%)	1 (1,8%)	52 (94,5%)*
ЛА (n=10)	0	0	0	0	0	0
К (n=12)	0	0	0	0	0	0
Примітка:*- достовірність ( р< 0,05) по відношенню до групи порівняння (К).
	Дані, одержані цим методом, повністю співпадали з результатами імунохімічного аналізу. Слід зазначити, що методом НІГС-Д визначалася тканинна спрямованість аутоімунних реакцій, тоді як ІХА виявляв поліпептидні послідовності в тканинних структурах, що вивчаються як мішені для АА. Як показують результати ІХА, у всіх хворих на ІМ, на відміну від груп порівняння, в сироватці крові виявлялися АА, реагуючі з поліпептидами, що мали молекулярну масу в діапазоні 23, 70, 120 та 140 кД. Вказані поліпептидні залишки здебільшого є гістонеспецифічними, оскільки були присутні в тканинах мозку, шлунку і лімфоцитів. 
	Таким чином, відсутність тканинної специфічності поліпептидів-тригерів в умовах можливої підвищеної експресії антигенів ІІ класу ГКГ, що виникає внаслідок контамінації ВЕБ, пояснює механізм і різноманітність аутоімунних захворювань. Разом з тим, спектр вільно циркулюючих АА, виявлених НІГС-Д, в 95% був представлений антитілами, направленими проти цитоплазми нейтрофілів. У зв'язку з цим, наявність в крові ANCA необхідно розглядати як додаткову лабораторну ознаку ІМ. Проте титр АА в сироватці не визначався тяжкістю ІМ, був досить низьким і не перевищував розведення 1:10. В цілому, незалежно від тканинної специфічності АА у всіх пацієнтів ІМ завершився клінічним одужанням. 
	Підсумком синтезу одержаних відомостей про значення зовнішніх і  генетичних чинників у формуванні інфекційного процесу, з'ясування характеру аутоімунних реакцій, що в сукупності багато в чому пояснює клінічну різноманітність інфекції ВЕБ,  з'явилося обґрунтування  подальшого етапу роботи, направленого на вивчення  регуляторних систем організму на субклітинному рівні. Одним з найважливіших таких структур організму є система ЛЦК, що відноситься до класу внутрішньоклітинних лізосомних протеаз (Дингл Дж., 1980). Згідно з наведеними в табл. 5 даними, при ІМ, ГРВІ і ЛА мала місце загальна тенденція до появи ЛЦК B і L в екстрацелюлярних компартментах організму. Слід відзначити цікавий факт, що ЛЦК B і L статистично значимо виявлялися тільки в сечі, незважаючи на виявлену кореляцію між їхньою активністю в сироватці крові і сечі, яка складала відповідно r= 0,25 і r= 0,63 (p<0,05). 
	Разом з тим, тільки в гострому періоді вірусних інфекцій, тобто ІМ і ГРВІ, виявлено достовірне, відповідно р<0,0007 (χ²) і р<0,03 (χ²), підвищення активності ЛЦК В у сечі порівняно з відносно здоровими особами. Причому, при ІМ більш суттєво дестабілізується лізосомальний апарат клітин, на що вказує збільшення активності у сечі як ЛЦК B, так і ЛЦК L (p<0,02). Крім того, середній рівень сечової екскреції ЛЦК B при ІМ також був майже удвічі вищий, ніж при ГРВІ (p<0,03) і при наступному обстеженні його активність залишалася достовірно вищою порівняно з групою порівняння (р<0,03). Зіставлення з клінічним статусом хворих показало, що підвищений рівень активності в сечі    ЛЦК  В   визначався   тільки    (r = 0,43, p < 0,05) при середньотяжких або тяжких формах ІМ, тоді як при легких формах ІМ або на стадії одужання ЛЦК частіше не визначались.  
                                                                                                                Таблиця 5
                  Динаміка активності ЛЦК B і L у сечі і сироватці крові

Групи спостереження	n	Сеча (·10-2)	Сироватка крові (·10-2)
		Катепсин B	Катепсин L	Катепсин B	Катепсин L
Клінічно  здорові	14	0	0,045±0,019	0	0
Хворі на ІМ1 дослідження2 дослідження	3017	0,467±0,1250,088±0,040p<0,01	0,173±0,0350,050±0,020p<0,01	0,028±0,0200,013±0,013p>0,05	0,018±0,0070,001±0,001p<0,05
Хворі на ЛА1 дослідження2 дослідження	5318	0,137±0,0490,077±0,053p>0,05	0,134±0,0530,082±0,037p>0,05	00p>0,05	0,087±0,0420,006±0,005p0,06
Хворі на ГРВІ1 дослідження2 дослідження	4214	0,253±0,0880,034±0,024p<0,05	0,134±0,0380,014±0,008p<0,01	0,283±0,1460,009±0,009p0,07	0,025±0,0150,009±0,009p>0,05
Примітка: р – достовірність відмінностей між дослідженнями в динаміці. 

		Проте, не вдалося знайти залежність між виявленням ДНК ВЕБ у сироватці крові методом ПЛР і активністю ЛЦК B і L у крові і/або сечі. Хоча у цьому випадку не можна виключити вплив методичного підходу в дослідженні – «якісне» визначення ДНК ВЕБ методом ПЛР. Отримані результати дозволяють зробити висновок, що активність ЛЦК, особливо катепсину В у сечі, є біохімічної ознакою ІМ і може використовуватися як критерій тяжкості захворювання.
	Підсумовуючи результати біохімічних та імуногенетичних досліджень патогенезу інфекції ВЕБ та екстраполюючи їх на практичну сторону, стають зрозумілими причини клінічного поліморфізму та об’єктивні складнощі у діагностиці і лікуванні захворювань, пов’язаних з цим вірусом. 
	Аналізуючи сучасну клініку інфекції ВЕБ, слід звернути увагу на те, що на поліклінічному етапі понад 60% хворим на ІМ лікарями загального профілю помилково встановлювались діагнози «ГРВІ» або «лакунарна ангіна». Цей факт ще раз підтверджує виказану думку, що рівень діагностики ІМ можна розглядати як показник якості медичного обслуговування. За даними статистики МКЛ №21 в структурі загальних інфекційних захворювань на частку ІМ припадало 3,6% випадків, при цьому кількість дітей істотно перевищувала кількість дорослих. Серед 938 пацієнтів з типовою формою ІМ домінував середньотяжкий перебіг, який визначався у 756 (80,6%) хворих; тяжкий перебіг мав місце у 127 (13,5%) пацієнтів. Зрозуміло, що перевага середньотяжких та тяжких форм ІМ обумовлена тим, що статистика складалася тільки із показників стаціонару. Летальних випадків серед хворих з будь-якою формою ІМ за період спостереження не зареєстровано. Проте наявність типових клініко-гематологічних симптомів не дозволяє вважати ідентифікованою етіологію захворювання, тобто ІМ і інфекція ВЕБ не є тотожними поняттями і потребують проведення серологічних досліджень. Так, за підсумками серологічних досліджень на ЦМВ, ВІЛ, токсоплазму і ВЕБ, проведених у 64 хворих з типовим перебігом ІМ, маркери останньої інфекції знайдено у всіх пацієнтів. Але у двох молодих жінок (3,1%) мала місце серологічно доведена мікст-інфекція в одному випадку з ЦМВ, в іншому - з ВІЛ. Крім того, зареєстровано випадок (1,5%) «серонегативного» типового ІМ, де окрім позитивного ГТ і ДНК ВЕБ в крові не було знайдено ніяких специфічних антитіл до вказаних інфекцій. 
	Подальший детальний аналіз семіотики виявив, що першими домінуючими ознаками ІМ були лихоманка (94,2% випадків) в поєднанні з поліаденопатією (100% хворих) обов’язково цервікальної групи лімфовузлів. Ще одним із поширених симптомів ІМ був тонзилофарингіт (ТФ), відзначений практично у всіх хворих. При цьому у понад 80% пацієнтів ТФ клінічно мав гнійний характер і тривав близько тижня. Враховуючи ці факти, визначення показань до застосування антибіотиків в терапії ІМ залишається досить актуальним питанням.
	Виходячи з виявленої практичної потреби – пошуку експрес-тесту діагностики гнійно-деструктивних ускладнень ІМ - було обрано визначення С-РБ у сироватці крові. Як виявилось, рівень С-РБ в крові (в нормі ≤10 мг/л, по Тицу Н.У., 2003) при неускладненому перебігу ІМ не перевищував 45 мг/л і корелював з такими показниками як ШОЕ і лейкоцитоз: r = 0,73 (p<0,01) та r = 0,59 (p<0,05), відповідно. При цьому вміст С-РБ >100 мг/л відзначався при тяжких формах ІМ, що звичайно супроводжуються вираженим ураженням глотки. Слід зазначити, що при наявності S. рyogenes в глотці за результатами бактеріологічних досліджень мала місце тенденція (р<0,1) до підвищення рівня С-РБ в крові. Таким чином, при показнику С-РБ в крові <50 мг/л та з урахуванням клінічного статусу слід утримуватися від призначення антибіотиків. 
	Ще однією із поширених ознак ІМ був синдром  гепато- та спленомегалії, що виявлявся відповідно у 71,6% та у 60% хворих. Причому гепатомегалія супроводжувалась ознаками цитолізу (звичайно ≤2 норм) приблизно у 80% пацієнтів. Більш суттєві ураження печінки у вигляді нетривалої жовтяниці зареєстровано у 3,2% хворих. Тяжкого або фульмінантного перебігу, а також холестатичних і хронічних форм гепатиту, пов’язаних з ВЕБ, серед імунокомпетентних осіб не виявлено. Під час клінічних спостережень було описано два випадки «псевдожовтяниці» у дітей в умовах первинного інфікування ВЕБ. Унікальність цих спостережень полягала у виникненні «псевдожовтяниці» на фоні субклінічної форми ІМ без надмірного вживання дітьми каротиновмісних харчів. Цікавою деталлю було те, що діти отримували величезну кількість (від 2 до 9 препаратів на місяць) найрізноманітніших засобів медико-профілактичного призначення протягом року. Це перевантаження печінки ксенобіотиками в умовах інфікування ВЕБ може порушити обмін каротину і спровокувати «псевдожовтяницю» навіть при фізіологічних дозах споживання каротиновмісних сполук.
	Наведені вище результати досліджень обґрунтували вивчення клініко-епідеміологічних аспектів взаємовідношень ВЕБ та ВІЛ інфекцій у дітей раннього віку. За підсумками роботи, проведеної сумісно з Центром по контролю і профілактиці ВІЛ/СНІД м. Дніпропетровська, серед 12 дітей з так званим «невизначеним ВІЛ-статусом» тільки 2 (16,7%) дітей не мали ніяких маркерів інфекції ВЕБ, але в жодному випадку в анамнезі життя серопозитивних до ВЕБ дітей не було вказівок на перенесений раніше ІМ. Причому у 7 (58,3%) дітей були серологічні ознаки (EA-IgG+ і EBNA-IgG+/-) активної інфекції ВЕБ. Найбільш цікавим моментом виявилось те, що у 75% дітей з невизначеним ВІЛ-статусом у сироватці крові була знайдена ДНК ВЕБ. Разом з тим, не можна виключити «материнське» походження цих антитіл, тому що в жодному випадку в крові не виявлялись VCA-Ig M, а також була відсутня кореляція (r = 0,37; p>0,05) між профілем циркулюючих противірусних антитіл і віремією. Отримані факти свідчать на великий пресинг з боку опортуністичних інфекцій ВІЛ-інфікованої матері, якому піддається організм дітей ще на антенатальному етапі свого розвитку. 
	Через призму факту індукції аутоімунітету ВЕБ іншого значення набувають результати клінічних спостережень за пацієнтами з нейропатологією, обумовленою цією інфекцією. Виявилося, що гострі форми нейроінфекції, які викликані ВЕБ, розрізняються не тільки за топікою, але і за типом інфекційного процесу. Так, у імунокомпетентних пацієнтів ураження центральних відділів нервової системи (менінгіт-/енцефаліт) виникало лише у разі первинної інфекції, на що вказувало наявність ДНК ВЕБ в лікворі і VCA-IgM в крові. Водночас, у хворих з полінейропатіями в крові виявлялися маркери, які властиві стадії реактивації: ЕА-IgG, ЕВNА-IgG і ДНК ВЕБ. Для подальшого уявлення ролі ВЕБ в розвитку загальної невропатології здійснено обстеження 23 пацієнтів, що страждають на РС. Згідно цими дослідженнями, 90% хворих на РС мали маркери інфекції ГВЛ ІV типу. Причому, при релапсі РС частіше (р<0,1) виявлялися як «гострофазові» антитіла, так і ДНК ВЕБ в крові. Проте найінтригуючим фактом виявилося те, що майже у 40% хворих на РС в крові виявлено ДНК ВЕБ. Для порівняння, за власними даними, в гострому періоді ІМ нуклеїнова кислота ВЕБ в плазмі крові виявлялася приблизно у половини пацієнтів. Але циркуляція противірусних «гострофазових» антитіл і ДНК вірусу в крові не супроводжувалася у хворих на РС появою симптоматики, властивої ІМ. Причому, в жодному випадку «ВЕБ-серопозитивні» хворі на РС не мали в анамнезі вказівок про перенесений ними у минулому ІМ. Подібна ситуація складалася і при гострих ВЕБ-нейроінфекціях, які також в жодному випадку не були пов'язані з типовим перебігом ІМ. Ці факти мають важливе практичне значення, обґрунтовуючи необхідність обстежень на ВЕБ при будь-яких формах нейроінфекції. Таким чином, отримані дані дозволяють припустити, що ВЕБ здатний як на прямий цитопатичний ефект, так і виступати ко-фактором, що провокує виникнення і/або підтримку демієлінізуючого процесу. 
	В продовження напрямку клініко-епідеміологічних досліджень вивчено роль ВЕБ в перинаталогії. За весь термін спостережень було виявлено двох немовлят з ознаками внутрішньоутробної інфекції, в крові яких знайдено специфічні маркери (VCA-IgM і ДНК вірусу) гострої інфекції ВЕБ. За даними акушерського анамнезу, в обох молодих жінок в останньому триместрі вагітності впродовж декількох днів була пропасниця, яку розцінили як прояв ГРВІ. При цьому були повністю виключені: група TORCH-інфекцій, аномалії розвитку і гнійно-септичні процеси. В обох випадках внутрішньоутробне інфікування ВЕБ виявлялося фетальним гепатитом, особливостями якого були: доброякісність перебігу, початок захворювання по типу затяжної жовтяниці із значною гіпербілірубінемією за рахунок збільшення обох фракцій пігменту і помірним підвищенням сироваткових амінотрансфераз (<3 норм) і лужної фосфотази. Слід зазначити, що на формування специфічного імунітету у цих дітей істотно впливали наявність «материнських» противірусних антитіл і ступінь незрілості плоду. Крім того, описано випадок «звичного переривання» вагітності протягом кількох років у жінки фертильного віку з хронічною формою інфекції ВЕБ, яка мала наступний «серологічний профіль»: VCA-IgM+, EA-IgG+, EBNA-IgG+ і наявність ДНК вірусу в крові.
	Враховуючи відсутність об’єктивних методів оцінки активності імунопатологічного процесу, пов’язаної з інфекцією ВЕБ, є очевидною актуальність досліджень в цьому напрямку. Залучення в процес імунної відповіді продуктів І класу ГКГ може призводити до змін рівня β2-Мг у сироватці крові. Як свідчать підсумки досліджень, у хворих на ІМ і ГРВІ, концентрація β2-Мг у крові була достовірно (p<0,05) вище, ніж при ЛА (табл. 6).  Причому підвищений рівень β2-Мг у крові спостерігався майже у 90% хворих з ІМ та ГРВІ. Важливе практичне значення має той факт, що при ІМ концентрація β2-Мг у крові прямо корелювала з такими ознаками як: пропасниця (r = 0,41; р<0,01), рівень віроцитів (r = 0,43, р<0,01) та лейкоцитів (r = 0,53; р<0,001),   а   також   з   наявністю   позитивного ГТ (r = 0,39; р<0,02). Проте зв'язку між вмістом β2-Мг у сироватці крові і віремією ВЕБ (якісним варіантом ПЛР) у хворих на ІМ не знайдено.
             Крім того, згідно з дослідженням залежності рівня β2-Мг у крові від початку захворювання, його вміст на другому тижні ІМ залишався достовірно вищим (р<0,05) в порівнянні з ЛА або ГРВІ (табл. 7).                                                                                                     
                                                                                                                   Таблиця 6
Кількісний вміст β2-Мг (мг/л) у сироватці крові хворих з гострими інфекціями верхніх відділів респіраторного тракту

Групи	Статистичні характеристики
	n	M±m	SD	min	max	95% довірчий інтервал для середнього	Достовірність різниці між групами (p)
IМ 	38	3,21±0,19	1,20	0,6	5,6	2,83-3,59	pІ-ΙΙ<0,001
ЛА 	35	2,37±0,14	0,82	1,5	6,1	2,10-2,64	pII-III<0,05
ГРВI 	12	2,99±0,29	0,99	1,8	5,0	2,43-3,55	pI-III>0,05
Загалом 	85	2,83±0,12	1,09	0,6	6,1	2,60-3,07	―
Норма*	1,9
Примітка: * - за даними Тіца Н.У. (2003).

Таким чином, визначення вмісту β2-Мг у сироватці крові доцільно використовувати в якості біохімічного критерію одужання при ІМ, а також диференціального тесту на етіологію (вірусна або мікробна) гострих захворювань респіраторного тракту.

                                                                                                                    Таблиця 7
Вміст β2-Мг (мг/л) у сироватці крові хворих з гострими інфекціями верхніх відділів респіраторного тракту в залежності від терміну захворювання

Групи	Гострий період	Виписка
	M±m	р	M±m	р
ІМ (n=38)	3,46±0,32*	ІМ -ЛА<0,01	3,11±0,31	ІМ-ЛА<0,003
ЛА (n=35)	2,44±0,19*	ЛА-ГРВІ >0,05	1,95±0,05	ЛА- ГРВІ =0,09
ГРВІ (n=12)	2,83±0,19*	ІМ- ГРВІ >0,05	2,28±0,15	ІМ - ГРВІ <0,03
Норма	1,9 мг/л
Примітка: * - достовірність (p<0,05) у порівнянні з нормативним показником.
		
	Наступним етапом роботи була оцінка ефективності терапії ІМ найбільш поширеними імуномодулючими хіміопрепаратами: гропрінозіном (ГІ), циклофероном (ЦФ), їх комбінації, а також преднізолоном (П). До спостереження не включалися пацієнти з наявністю протипоказань до означених препаратів, з природженим або набутим імунодефіцитом, аутоімунними захворюваннями і аномаліями розвитку. Доза ЦФ складала  6- 10 мкг/кг, яка вводилася один раз в добу, внутрішньом'язово і переважно ввечері між 18 і 22 годинами. Курс лікування складав п'ять ін'єкцій, що призначались  по схемі: на 1, 2, 4, 6 і 8 добу (Романцов В.Г.,2000).  Препарат ГІ призначався   всередину   в дозі 50 мг/кг/доба, розраховану добову дозу ділили на рівні частини. Курс лікування ГІ складав від 7 до 14 днів (Крамарев  С.О., 2002). При використанні комбінації ЦФ зі ГІ дози, тривалість і способи введення препаратів не змінювалися. Преднізолон призначався курсом тривалістю від 3 до 5 діб. Доза П виходила з розрахунку 1 мг/кг/доба (per os), яку потім ділили на рівні частини для вживання протягом доби. В групі порівняння жоден пацієнт не отримував будь-яких імуномодуляторів (ні напередодні   хвороби,   ні   протягом   всього  терміну  спостереження).   Всім пацієнтам проводили адекватно стану детоксикацію з розрахунком вікових фізіологічних потреб з додатковим об'ємом рідини, виходячи з поточних патологічних втрат. При необхідності призначались нестероїдні протизапальні препарати, Н1-блокатори і антибіотики. 
	Згідно з результатами клінічних досліджень, застосування П достовірно швидше, порівняно з іншими препаратами (p<0,05), знижувало лихоманку і покращувало емоційний тонус пацієнтів. Проте тільки при використанні П був випадок загострення ІМ, що виникло через добу після відміни препарату Зареєстроване загострення, незважаючи на те що спричинило затягування періоду реконвалесценції ІМ, плинуло значно легше і не призвело до ускладнень. Використання комбінації ЦФ+ГІ показало в цілому клінічну перевагу і безпеку в порівнянні з базисним лікуванням і монотерапією засобами, що вивчались. Комбінація ЦФ+ГІ достовірно швидше (р<0,05) порівняно з базисною терапією зменшувала тривалість гепато-спленомегалії, аденопатії, покращувала самопочуття пацієнтів і швидше призводила до нормалізації розмірів лімфовузлів і температури тіла. Одержані факти вказують на клінічний синергізм ефектів ЦФ і ГІ по відношенню до ІМ. При цьому негативних суб'єктивних реакцій пацієнтів відносно застосування ЦФ і ГІ, а також їх комбінації не відмічалося. Крім того, тільки в групі пацієнтів, що одержували базисне лікування, мало місце ускладнення ІМ у формі кардиту, що закінчився повним одужанням. 
	Одним з найважливіших об'єктивних показників, що оцінюють терапевтичну ефективність препаратів, є динаміка формування специфічного імунітету і пригнічення віремії. Як свідчить аналіз результатів лікування ІМ, жоден з даних лікарських засобів не змінював темпи формування гуморальної імунної відповіді, що підтверджувалося однотипним «серологічним профілем» стадії реконвалесценції ІМ у всіх групах спостереження. Водночас, відмічена тенденція (р>0,05) до пролонгації вірусемії в гострому періоді ІМ при використанні П. Проте в подальшому періоді реконвалесценції ДНК вірусу в плазмі крові, як і при використовуванні інших препаратів, в жодному випадку не визначалося. Слід звернути увагу на загальну тенденцію, що сероконверсія EBNA-IgG супроводжувалася (r= -0,5 р<0,05) припиненням плазмової віремії. Таким чином, вплив П або ЦФ+ГІ в гострій фазі ІМ був короткостроковим, оскільки за підсумками катамнестичного спостереження принципових відмінностей у пацієнтів, що одержували ті або інші імуномодулятори, вже не виявлялося.
Переводячи підсумки роботи в практичну площину, була запропонована модель диспансерного спостереження, а також алгоритм лабораторних досліджень, які формалізують діяльність лікаря і дозволяють об'єктивно контролювати перебіг інфекції ВЕБ. Розроблена система диспансеризації заснована на послідовності стаціонарного і поліклінічного етапів. Пацієнт протягом року отримує допомогу, обсяг якої визначається клінікою і результатами лабораторних тестів, що відображають етап інфекційного процесу: стан гуморального противірусного імунітету, наявність в плазмі ДНК, визначення рівня β2-Мг в сироватці крові тощо. Все це дозволило сформулювати основні висновки роботи.

ВИСНОВКИ

У дисертації здійснено теоретичне узагальнення і пропонується нове вирішення наукової проблеми з питань діагностики, прогнозування та лікування Епштейна-Барр вірусної інфекції на підставах визначення сучасної клініко-епідемічної ситуації та дослідження генетичних маркерів людини, біохімічних і аутоімунних механізмів реалізації інфекційного процесу. 
1. Незважаючи на значні зміни екологічних та соціальних умов життя людини сучасна клінічна картина ІМ не зазнала суттєвого патоморфозу. В 97 % випадків етіологічним агентом ІМ виступає інфекція ВЕБ. При цьому виникнення ускладнень частіше реєструвалось при атиповому перебізі гострої інфекції ВЕБ. 
2. Представлені нові уявлення щодо імунопатогенезу ВЕБ інфекції базуються на тому, що зараження вірусом є умовою реалізації механізмів «генетичної схильності» до виникнення лімфопроліферативних або аутоімунних захворювань.  Доведено, що алель DRB1*04 забезпечує субклінічний перебіг інфекції та пригнічення персистенції ДНК ВЕБ у лейкоцитах периферичної крові. Особи з алелямі DRB1*13 (06) або DRB1*16 є найбільш вразливими щодо розвитку ІМ і лімфопроліферативних захворювань, що асоціюються з ВЕБ інфекцією. Алель DRB1*13 (06) є провісником схильності до персистування ДНК ВЕБ у лейкоцитах периферійної крові. Наявність алеля DRB1*07 вказує на високий ризик виникнення гострої тромбоцитопенічної пурпури у разі інфікування ВЕБ.
3. Інфекція ВЕБ, що перебігає у вигляді типового ІМ, викликає появу аутоантитіл, які визначаються методом НІГС-Д, у низьких титрах (≤1:10) переважно до цитоплазми нейтрофілів. Слід зазначити, що визначені за допомогою методів ІХА поліпептидні субстанції, на які спрямовані циркулюючі в крові аутоантитіла, не володіють  ознаками тканинної специфічності  і  мають молекулярні маси, розташовані  в діапазоні 23, 70, 120 та 140 кД.
 4. Захворювання ІМ викликає в організмі людини активацію лізосомально-вакуолярного апарату клітини, що призводить до збільшення відносно норми вмісту катепсинів B та L у сечі і в сироватці крові. Незважаючи на значне підвищення, у порівнянні зі здоровими особами, активності катепсину В у сечі як при ІМ, так і при ГРВІ (відповідно р<0,0007 і р<0,03 за критерієм χ²), середній показник сечової екскреції катепсину B у хворих на ІМ був у 1,9 разу вище, ніж при ГРВІ (p<0,03).
5. При захворюванні на вірусні інфекції рівень β2-МГ у сироватці крові достовірно вище (р<0,003; сила впливу η² = 0,13), ніж у пацієнтів з ЛА, що відображає системну активацію Т-клітинної ланки імунітету. Вміст β2–МГ у сироватці крові хворих на ІМ корелює із загальними клініко-лабораторними  показниками активності процесу.   Підвищений рівень  β2–МГ у сироватці крові на стадії реконвалесценції ІМ вказує на збереження запального процесу і є ознакою формування можливого аутоімунного або злоякісного ускладнення. При гладкому перебігу типової форми ІМ вміст С-РБ в сироватці крові становить <50 мг/л, тоді як більш вищий рівень відмічається при бактеріальній суперінфекції.
6. Епідемічна ситуація у м. Дніпропетровську протягом п’яти років характеризувалась стабільною захворюваністю на ІМ, середній показник якої складав 16,68 на 100 тис. населення. Зараження людини ВЕБ в 70 %  трапляється до 14 років, при цьому пік захворюваності (136,36 на 100 тис. населення) припадав на вікову групу 3-6 років, що перевищує  загальну захворюваність на ІМ  у 8,2 рази.                 
7.  У разі перінатального інфікування ВЕБ здатний викликати ураження  дитини у вигляді фетального гепатиту. Серед дітей, що народилися від ВІЛ-інфікованих жінок, а також хворих на розсіяний склероз в понад половині випадків в крові визначалась ДНК ВЕБ. При  цьому серед вказаних пацієнтів були відсутні клініко-епідемічні та лабораторні ознаки гострого або перенесеного раніше ІМ.
8. Комбінація метилглюкамин акридонацетату (ЦФ) з інозин пранобексом (ГІ) є безпечним і найбільш клінічно ефективним засобом лікування, механізм реалізації якої не пов'язаний із стимулюванням специфічного гуморального імунітету або пригніченням віремії. Терапія преднізолоном, незважаючи на визначений клінічний ефект, має загрозу рецидиву ІМ за рахунок продовження реплікації ВЕБ.
9. Враховуючи здатність ВЕБ до тривалої персистенції, що обумовлює ризик виникнення аутоімунних або лімфопроліферативних захворювань, особам, що перехворіли на ІМ, рекомендується етапне диспансерне спостереження терміном не менше півроку з залученням інфекціоніста і сімейного лікаря (педіатра, терапевта) з обов'язковим лабораторним обстеженням, об’єм якого залежить від перебігу захворювання.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1.	Для діагностики факту реплікації ВЕБ необхідно орієнтуватися на виявлення ДНК вірусу методом ПЛР не в цільній  крові, а тільки в її плазмовій фракції.
2.	Титр аутоантитіл до цитоплазми нейтрофілів (ANA), який  не перевищує 1:10 вказує на сприятливий перебіг ІМ. Для експрес-діагностики ГФА слід використовувати метод Гоффа-Бауера, який має найменшу кількість помилок, простий в клінічній інтерпретації, не вимагає спеціального устаткування і економічно якнайменше витратний.
3.	Рівень β2-мікроглобуліна в сироватці крові більший за 3,0 г/л вказує на наявність запального процесу і є ознакою відсутності одужання  хворих на ІМ.
4.	Ідентифікація алелей DRВ1-локуса ІІ класу ГКГ людини методом ПЛР дозволяє прогнозувати характер (тип) інфекційного процесу, викликаного ВЕБ, не тільки  при зараженні, що відбулося, але ще на доклінічній стадії. Наявність DRB1*13 (06) або DRB1*16 є фактором ризику ІМ та онкогематологічних захворювань. Власники  алеля  DRB1*07 мають високий ризик виникнення гострої тромбоцитопенії при  інфікуванні  ВЕБ.
5.	Рівень С-РБ в крові >50 г/л у хворих ІМ вказує  на наявність мікробно-деструктивного процесу і обґрунтовує призначення антибактеріальних хіміопрепаратів. 
6.	Для лікування ІМ найбільш безпечна та клінічно ефективна є комбінація циклоферону з гропрінозіном  в режимі і дозах, рекомендованих для монотерапії кожним з цих препаратів. Застосування преднізолону несе загрозу виникнення рецидиву ІМ після відміни препарату, про що обов'язково слід пам'ятати, призначаючи терапію глюкортикостероїдами.
7.	Особам, що перехворіли на ІМ потрібне етапне диспансерне спостереження терміном не менше півроку: протягом 1 місяця, потім через 3 і 6 місяців від початку захворювання. Об'єм лабораторних обстежень на етапах спостереження, окрім загально прийнятих параклінічних досліджень, має включати визначення: рівня β2-мікроглобуліна в крові, серологічного профілю (VCA-IgM, EA-IgG і EBNA-IgG) та титру аутоантитіл, а також ДНК ВЕБ в плазмі методом ПЛР. 
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АНОТАЦІЯ

Маврутенков В.В. – Епштейна-Барр інфекція: імунопатогенез, клініка, діагностика і лікування. - Рукопис.
	Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.01.13 – інфекційні хвороби. – Інститут епідеміології та інфекційних хвороб ім.Л.В.Громашевського АМН України, Київ, 2008. 
	Доведено важливе значення генів DRВ1-локус ІІ класу головного комплексу гістосумісності  людини і лізосомальних цистеїнових катепсинів В і L в патогенезі інфекції ВЕБ. Уточнені механізми індукції аутоімунітету внаслідок інфекції ВЕБ на підставі гістохімічної характеристики антигенів-мішеней і циркулюючих аутоантитіл.
	Запропоновано визначати рівень β2–мікроглобуліну та С-реактивного білка в сироватці крові при обстеженні на інфекцію ВЕБ з метою оцінки активності імунопатологічного процесу і діагностики мікробно-деструктивних ускладнень. 
	Надано підсумки п’ятирічного епідеміологічного спостереження захворюваності на ІМ у м. Дніпропетровську. Вивчено клінічні особливості інфекції ВЕБ серед пацієнтів з різним імунним статусом: імунокомпетентні,  діти раннього віку з «невизначеним» ВІЛ-статусом, хворі на розсіяний склероз. 
	Визначена клінічна ефективність комбінації циклоферону з гропрінозіном при лікуванні ІМ, яка не пов'язана зі стимулюванням специфічного гуморального імунітету або пригніченням віремії. Застосування преднізолону, незважаючи на клінічну ефективність, підвищує ризик рецидиву ІМ за рахунок пролонгації віремії.
Розроблено протокол диспансерного спостереження, який регламентує організацію, терміни і перелік лабораторних обстежень пацієнтів, що перехворілі  інфекцію ВЕБ.
	Ключові слова: діти, дорослі, герпесвірус Епштейна-Барр, інфекційний мононуклеоз, епідеміологія, клініка, DRВ1-локус, лізосомальні цистеїнові катепсини В і L, аутоантитіла, β2–мікроглобулін у крові, С-реактивний білок у крові, циклоферон, гропрінозін, преднізолон, диспансеризація.
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Маврутенков В.В. – Эпштейна-Барр инфекция: иммунопатогенез, клиника, диагностика и лечение. - Рукопись.
	Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук по специальности 14.01.13 – инфекционные болезни. – Институт эпидемиологии и инфекционных болезней им.Л.В.Громашевского АМН Украины, Киев, 2008.
 	Диссертация посвящена изучению роли эпидемиологических, генетических и иммунохимических факторов в формировании инфекционного процесса, обусловленного вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ), а также вопросам клиники, совершенствования диагностики, терапии и диспансерного контроля за пациентами, перенесшими инфекционный мононуклеоз (ИМ). 
	Результаты пятилетнего мониторинга показали относительно равномерную и стабильную заболеваемость ИМ на всей территории г. Днепропетровска, которая в среднем составила 16,68 человек на 100 тыс. населения. Как оказалось, 70% всех зарегистрированных случаев составляли дети до 14 лет, с пиком заболеваемости между 3 и 6 годами, где уровень ИМ в 8,2 раза превышал общую заболеваемость данной инфекцией. Кроме того, отмечена сезонная цикличности, которая характеризовалась двумя пиками: повышения в октябре и апреле, и снижения заболеваемости в январе и июле. 
	Клинические наблюдения показали отсутствие на современном этапе изменений в семиотике ИМ, который характеризовался доброкачественным течением среди иммунокомпетентных лиц. При этом в 97% случаев этиологическим агентом ИМ выступает инфекция ВЕБ. 
	Впервые представлено описание атипичного проявление острой инфекции ВЭБ в форме «псевдожелтухи» у двух детей, не злоупотреблявших каротинсодержащими продуктами. В структуре TORCH-инфекций ВЭБ является редким возбудителем внутриутробной инфекцией, что обусловлено широкой иммунной прослойкой фертильных возрастов, но в условиях первичного инфицирования способен прерывать беременность, а в случае поражения плода манифестировать в форме фетального гепатита. Выявлена широкая циркуляция ВЭБ среди детей раннего возраста (80%) с «неопределенным ВИЧ-статусом», отличительной чертой которых являлась высокая частота (у 75%) обнаружения ДНК данного вируса в плазме крови. Также отмечено, что 90% больных рассеянным склерозом инфицированы ВЭБ и высокая частота (40%) выявления ДНК вируса в плазме крови. Однако зависимости между неврологическим статусом пациентов с рассеянным склерозом и активностью инфекции ВЕБ не установлено. При этом характерной особенностью, как для детей с «неопределенным ВИЧ-статусом», так и больных рассеянным склерозом являлось отсутствие клинико-анамнестических признаков острого или перенесенного ИМ. 
	Определены конкретные генетические маркеры DRВ1-локуса ІІ класса ГКГ человека среди украинцев и русских, посредством которых реализуется патогенный потенциал инфекции ВЕБ. Так, аллель DRВ1*04 является протектором, тогда как гены DRВ1*13 и DRВ1*16 являются предикатами ИМ и связанными с ним лимфопролиферативными заболеваниями. Обладатели алеля DRВ1*07 являются «группой риска» по развитию тромбоцитопении в случае заражения ГВЧ IV типа. 
	Выявлен факт экстрацеллюлярной активности лизосомальных цистеиновых катепсинов В и L в моче и сыворотке крови при ИМ в сравнении с лакунарной ангиной и острыми респираторными вирусами. Таким образом, наличие лизосомальных цистеиновых катепсинов, особенно катепсина В в моче следует рассматривать как новый биохимический маркер острой инфекции ВЕБ. 
	Установлено, что инфекция ВЕБ индуцирует гуморальный аутоиммунитет, направленный на гистонеспецифические полипептиды с различной молекулярной массой. При этом, у всех пациентов с ИМ в крови циркулируют в низком титре (<1:10) аутоантитела, ассортимент которых в 95% был представлен антителами против нейтрофилов. 
	Обнаружено повышение концентрации β2–микроглобулина в сыворотке крови у больных инфекционным мононуклеозом, уровень которого коррелировал с активностью и тяжестью заболевания, что позволило рекомендовать данное исследование в качестве теста, определяющего выздоровление. 
	Показано, что уровень С-реактивного белка в крови при гладком течении ИМ обычно не превышал двух норм (≤10 мг/л), т.е. ±2SD. Концентрация С-реактивного белка в крови коррелировала с лейкоцитозом и СОЕ, а содержание более 50 мг/л указывало на наличие микробно-деструктивного процесса. 
	Сочетание циклоферона с гропринозином показало наибольшую клиническую эффективность и безопасность в терапии ИМ. Терапевтический эффект рассмотренных препаратов не связан со стимулированием специфического антителогенеза или усилением подавления виремии. Применение преднизолона также клинически эффективно, однако повышает риск рецидива ИМ за счет пролонгации репликации ВЕБ. 
	Предложена модель диспансерного наблюдения и формуляр лабораторных обследований, позволяющих объективно контролировать течение инфекции ВЭБ. Система диспансеризации основана на преемственности между стационаром и поликлиникой, где на протяжении обязательного шестимесячного наблюдения объем медицинской помощи определяется клиникой и результатами лабораторных тестов, отражающих этапы инфекционного процесса.
	Ключевые слова: дети, взрослые, герпесвирус Эпштейна-Барр, инфекционный мононуклеоз, эпидемиология, клиника, DRВ1-локус, лизосомальные цистеиновые катепсины В и L, аутоантитела, β2–микроглобулин в крови, С-реактивный белок в крови, циклоферон, гропринозин, преднизолон, диспансеризация.

SUMMARY

Mavrutenkov V.V. – Epstein-Barr infection: immunopathogenesis, clinics, diagnosis and treatment. - Manuscript.
	Dissertation for the scientific degree of Doctor of medical science on specialization 14.01.13 – Infectious diseases. – Institute of  Epidemiology and Infectious Diseases by L.V.Gromashevskogo within Academy of Medical Science of Ukraine.- Kyiv, 2008.			 
	The importance of DRВ1-locus genes of class IІ human Mean Histocompatibility Complex (MHC) and lysosomal cysteine cathepsins В and L in the pathogenesis of EBV infection is evaluated. The mechanisms of induction of autoimmunity by EBV is studied, based on the histochemical characteristics of target antigens and circulating autoantibodies are described. 
	It was proposed to investigate the level of β2–microglobulin and С-reactive protein in blood serum during evaluation of patients with EBV infection, with the aim of determination of activity of immunopathologic process and diagnosis of microbial destructive complications. 
	The results of the five-year epidemiologic follow-up of infectious mononucleosis morbidity in Dnepropetrovsk city are presented. The clinical particularities of the EBV infection in patients with different level of immunity is investigated: immunocompetent, early age children with “unconfirmed” HIV status, patients with multiple sclerosis.
	The clinical efficacy of combination of cycloferon with groprinosin for the treatment of infectious mononucleosis, which is not associated with specific humoral immunity stimulation or depletion of viremia, is investigated. The prescription of prednisolone increases the risk of reccurent episodes of infectious mononucleosis due to the prolongation of the viremia time, in spite of the clinical efficacy. 
	The protocol of following medical check-up was developed, which regulated the terms, the list of required specialists and the amount of laboratory investigations for the reconvalescents of infectious mononucleosis. 
	Key words: children, adults, herpesvirus Epstain-Barr, infectious mononucleosis, epidemiology, clinics, DRВ1-locus, lysosomal cysteine cathepsins В and L, autoantibodies, β2–microglobulin in blood, С-reactive protein in blood, cycloferon, groprinosin, prednisolone, following medical check-up.
	 
	
ПЕРЕЛІК  УМОВНИХ  СКОРОЧЕНЬ

β2-Мг	–	β2-мікроглобулін 
EA-IgG	–	early antigens – immunoglobulin G
EBNA- IgG	–	Epstein-Barr nuclear antigens– immunoglobulin G
LMP	–	latent membrane proteins
VCA-IgM	–	viral capsid antigens – immunoglobulin M
VZV	–	varicella-zoster-virus
АА	–	аутоантитіла
АЛАТ	–	аланінамінотрансфераза
АСАТБАДВГЛ -  6	–––	аспартатамінотрансферазабіологічно активні добавки вірус герпесу людини - 6 типу
ВЕБ	–	вірус Епштейна-Барр
ВІЛ	–	вірус імунодефіциту людини 
ВПГ - 1+2	–	вірус простого герпесу 1+2  типу
ВУІ	–	внутрішньоутробна інфекція
ГА	–	гетерофільні антитіла
ГБ ГВ                                                                                      	––	Гоффа-Бауерагерпес-вірус
ГВЛ  ІV   типу	–	герпес-вірус людини  ІV   типу
ГКГ 	–	головний комплекс гістосумісності людини
ГКСГМП	––	глюкокортикостероїдигострий млявий параліч
ГНТ	–	гостра набута тромбоцитопенія
ГТ	–	гетерофільний тест 
ГІ	–	гропрінозін
ДНКДСДЦ ДМА	–––	дезоксирибонуклеїнова кислотадиспансерне спостереженняДіагностичний Центр Дніпропетровської медичної академії
ІМ	–	інфекційний мононуклеоз 
іІФ	–	індуктори інтерферону
ІФА	–	імуноферментний аналіз
ІХАК	––	імунохімічний аналізконтрольна група
КФК	–	креатинінфосфокіназа
ЛГМ	–	лімфогранулематоз
ЛДГ                  	–	лактатдегідрогеназа
ЛП	–	лізосомальні протеази  
ЛЦКМБТ	––	лізосомальні цистеїнові катепсини мікобактерії  туберкульозу
НІГС-Д	–	неінвазивна імуногістохімічна слайд-діагностика
НЛАОКЛ	––	неспецифічна лімфаденопатіяобласна клінічна лікарня
П	–	преднізолон
ПЛР	–	полімеразна ланцюгова реакція 
РССЕССМР	–––	розсіяний склерозсанітарно-епідеміологічна станціяспинномозкова рідина
С-РБ	–	С-реактивний білок
СХУТТФ	–––	синдром хронічної утомленостітоксоплазматонзилофарингіт
ІФА	–	імуноферментний аналіз
ЦМВ	–	цитомегаловірус
ЦФ	–	циклоферон 
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